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(54) Title: TITRATION METHOD 



(54) Bezeichnung: TITRATIONS VERFAHREN 

^5 

^ (57) Abstract: The invention relates to a titration method for small quantities of liquid. According the invention, a drop of an analyte 
^ which is maintained by means of the surface tension thereof is disposed on the essentially level surface of a solid body, preferably 
fT) a solid body chip. An amount of titrant is brought into contact with the analyte drop in order to create a reaction, said amount 
being smaller than the amount of the analyte drop, and a characteristic variable for the reaction between the titrant and the analyte 
IT) is measured during and/or after the reaction. 

S ( 57 ) ZusammenfassuDg: Die Erfindung betrifft ein Titrationsverfahren fur kleinste Fliissigkeitsmengen, bei dem ein durch seine 
Oberflachenspannung zusammengehaltener Tropfen eines Analyten auf die im wesentlichen ebene Oberflache eines Festkorpers, 
© vorzugsweise eines Festkorperchips, aufgebracht wird, eine Menge des Utranten mit dem Analyttropfen zur Reaktion in Kontakt 
£^ gebracht wird, die kleiner ist als die Menge des Analyttropfens, und eine fur die Reaktion zwischen Titrant und AnaJyt charakteris- 
\^ tische Grosse wahrend und/oder nach der Reaktion gemessen wird. 
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Titrationsverfahren 



Die Erfindung betrifft ein Titrationsverfahren fur Flussigkeiten, bei dem ein Analyt 
mit einer Titrationsmenge eines Titranten in Verbindung gebracht wird und ein 
Parameter untersucht wird, der sich bei Reaktion von Titrant und Analyt andert. 

In der Biologie und Chemie mussen hSufig kleinste Flussigkeitsmengen auf diese 
Weise analysiert werden. Mogliche Mefigroften sind z. B. der pH-Wert der Flussig- 
keit, die Konzentration von Molekulen mit oxidierenden oder reduzierenden 
Gruppen oder auch von Schwermetallen. 

Oftmals stehen von den zu untersuchenden Materialien nur aulierst geringe 
Mengen zur Verfugung. Urn quantitative Untersuchungen machen zu konnen, mufi 
der Titrant dem Analyten in sehr kleinen Mengen zugefuhrt werden, urn moglichst 
genau die Anderung von Parametern des Gemisches durch Zugabe des Titranten 
in Abhangigkeit der Titrantenmenge untersuchen zu konnen. 1st nur wenig Material 
vorhanden, so mussen zur genauen Titration viele Tropfen geringen Volumens des 
Titranten reproduzierbar erzeugt und nacheinander mit dem Analyten vereinigt 
werden. Bei zunehmend kleineren Volumina sind die Stromungen zunehmend 
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laminar. Ein Mischen des Analyten mit dem Titranten stellt sich bei kleinen Volumi- 
na daher als zunehmend schwierig heraus. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Titrationsverfahren anzugeben, das 
auch mit kleinsten Flussigkeitsmengen im Bereich von einem Nanoliter bis wenigen 
Mikrolitern reproduzierbar ist und mit dem man sicher titrieren kann. 

Diese Aufgabe wird mit einem Titrationsverfahren mit den Merkmalen des Anspru- 
ches 1 gelost. Die Unteranspriiche sind auf vorteilhafte Ausgestaltungen gerichtet 

ErfindungsgemafJ wird ein durch seine Oberflachenspannung zusammengehaltener 
Tropfen des Analyten auf die im wesentlichen ebene Oberflache eines Festkorpers 
aufgebracht. Eine Titrationsmenge des Titranten wird mit dem Analyttropfen zur 
Reaktion in Kontakt gebracht, wobei die Menge des Titranten kleiner ist als die 
Menge des Analyttropfens. Wahrend oder nach der Reaktion wird eine fur die 
Reaktion zwischen Titrant und Analyt charakteristische Grofie gemessen. Gegebe- 
nenfalls wird eine weitere kleine Titrationsmenge des Titranten mit dem Analyten in 
Verbindung gebracht, urn die Anderung der gemessenen Grofle mit zunehmender 
Titrantenmenge zu bestimmen. 

Fur die Zwecke der vorliegenden Schrift bezeichnet der Begriff ..Festkorper" sowohl 
FestkSrper aus kristallinem Material, z. B. LiNb0 3 Oder Quarz, als auch Strukturen 
aus anderen Materialien, z. B. Kunststoff. 

Sowohl Titrant als auch Analyt kdnnen dabei unter anderem reine Flussigkeiten, 
Mischungen, Dispersionen oder Suspensionen, sowie Flussigkeiten, in denen sich 
feste Teilchen befinden, umfassen. Ebenso konnen der Titrant bzw. der Analyt bio- 
logisches Material, wie z. B. Zellen, Makromolekule, Proteine, Antikorper, Antigene 
oder DNA enthalten. 

Bei dem erfindungsgemaflen Verfahren ist der Analyt ein einzelner Tropfen, der 
durch seine Oberflachenspannung zusammengehalten wird. Es sind keine 
Reaktionsgefalie notwendig, die die Titration z. B. durch Adhasion negativ beein- 
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flussen konnten. Es besteht keine Randwechselwirkung mit ggf. vorhandenen Ge- 
fafiseitenwanden und die Titration sehr kleiner Flussigkeitsmengen wird ermoglicht. 

Das erfindungsgemafie Verfahren laftt eine Miniaturisierung der makroskopischen 
Titration urn mehrere GrofJenordnungen zu. Es kann bei begrenzter Probenmenge 
die Konzentration sehr viel hoher sein, so dafi sich das erfindungsgemalie Verfah- 
ren zum Nachweis kleinster Probenmengen bzw. zur Analyse kleinster Volumina 
eignet. Aufgrund der kleinen Volumina im Bereich von einigen Nanolitern sind die 
Diffusionslangen klein und die Reaktionszeiten kurz. 

Als MeRgroBe konnen z. B. die Leitfahigkeit, der pH-Wert Oder die Reaktionswarme 
dienen, die sich bei Zugabe des Titranten zum Analyten andern. Im Analyten kann 
ferner ein Indikator gelost sein, der z. B. einen Farbumschlag bewirkt. Bei einem 
bestimmten Konzentrationsverhaltnis zwischen Titrant und Analyt im Analyttropfen 
wird durch diesen Indikator ein Farbumschlag bewirkt. Andere aus der makroskopi- 
schen Titration bekannte Mefcgrofien konnen ebenfalls eingesetzt werden. 

Vorzugsweise wird das erfindungsgemafce Verfahren auf einem Festkorperchip 
durchgefuhrt, wie er z. B. aus der Halbleitertechnik bekannt ist. Solche Chips 
lassen sich mit bekannten Techniken sehr einfach prozessieren und erlauben die 
Aufbringung z. B. von Elektroden Oder funktionalisierten Schichten mit bekannten 
lithographischen Techniken. Solche Chipeinheiten konnen im Rahmen der Jab-on- 
the-chip"-Technologie (vgl. O. Muller, Laborwelt 1/2000, Seiten 36-38) bei der 
Miniaturisierung chemischer und biologischer Prozesse eingesetzt werden. Auf 
einem solchen Chip konnen mehrere Analysestationen angeordnet sein, mit denen 
das erfindungsgemalie Titrationsverfahren durchgefuhrt werden kann bzw. andere 
Analyseschritte vorgenommen werden kSnnen. Aufierdem ist eine Integration mit 
anderen Einheiten eines Lab-on-the-chip leicht realisierbar. 

Wird die Titrationsmenge des Titranten z. B. mit einem Pipettierroboter bzw. einem 
Piezodispenser auf die Oberflache aufgebracht, so wird die kleine Menge des 
Analyttropfens bereits durch den Aufprall der Titerlosung auf den Analyt teilweise 
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gemischt. Urn die Reaktion zwischen Titrant und Analyt zu befordern bzw. auf 
einem Analysepunkt befindliche Flussigkeit zu durchmischen, wird wahrend der 
Reaktion zwischen Analyt und Titrant vorteilhafterweise eine Oberflachenschall- 
welle in Richtung des Analysepunktes geschickt. Der Impulsubertrag einer Oberfla- 
chenschallwelle versetzt die Flussigkeit auf der Oberflache in Bewegung und fuhrt 
zu deren Durchmischung. Der Impuls der Oberflachenschallwelle wird dabei durch 
die mechanische Deformation der Oberflache Oder durch die Wechselwirkung von 
durch die mechanische Deformation der Oberflache hervorgerufenen Anderungen 
des elektrischen Feldes mit ggf. in der Flussigkeit vorhandenen geladenen Oder 
polarisierbaren Teilchen bewirkt. 

Der Titrant kann tropfenweise mit Hilfe eines Pipettierroboters Oder Piezodispen- 
sers mit dem Analytentropfen in Verbindung gebracht werden. Besonders einfach 
und vorteilhaft ist es jedoch, wenn Tropfen des Titranten auf der Festkorperoberfla- 
che selbst in Richtung des Analyten bewegt werden. Die Bewegung der Titrations- 
menge in Richtung des Analytentropfens kann ebenfalls mit Hilfe einer Oberfla- 
chenschallwelle ausgelost werden. Die Bewegung auf der Oberflache durch den 
Impulsubertrag einer Oberflachenschallwelle ermoglicht eine besonders gerichtete 
und definierte Bewegung. Die geeignete Frequenz der Oberflachenschallwelle 
hangt vom Durchmesser des zu bewegenden Tropfens ab und kann z. B. in Vor- 
versuchen bestimmt werden. 

Die zur Durchmischung der Flussigkeit auf dem Analysepunkt und/oder zur Bewe- 
gung der Titrationsmenge des Titranten zum Analysepunkt vorteilhafterweise 
eingesetzten Oberflachenschallwellen konnen mit Hilfe eines oder mehrerer Inter- 
digitaltransducer auf einer piezoelektrischen Festkorperoberflache erzeugt werden, 
deren Abstrahlrichtung der Richtung des gewunschten Impulsubertrages entspricht. 
Eine solche piezoelektrische Oberflache kann z. B. aus einem LiNb0 3 - oder Quarz- 
kristall gebildet sein. Ebenso kann auch eine piezoelektrische Beschichtung, z. B. 
ZnO. aus einem anderen Material vorgesehen sein. Die Oberflache kann auch mit 
einer ausreichend dunnen biokompatiblen Schutzschicht versehen sein. Allgemein 
ist die Verwendung von Interdigitaltransducern zur Erzeugung von Oberflachen- 
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schallwellen zur Bewegung von kleinen Flussigkeitsmengen in DE-A-100 55 318 
beschrieben. 

In einfacher Ausgestaltung dieser bevorzugten Ausfuhrungsform wird ein Tropfen 
des Titranten auf die Festkorperoberflache aufgebracht, der aufgrund seiner Ober- 
flachenspannung zusammengehalten wird. Zur Titration wird aus diesem Tropfen 
die kleine Menge des Titranten abgezogen und dem Analyttropfen auf dem Analy- 
sepunkt zugefuhrt, wobei sich diese kleine Titrationsrnenge des Titranten auf der 
Oberflache bewegt. Dies garantiert eine hohere Reproduzierbarkeit der 
TropfengroRe als bei Verwendung eines bekannten Dispensers und eine 
hohere Treffgenauigkeit des Analyttropfens durch die Titrationsrnenge. 

Vorteilhafterweise wird der Analyt auf einen speziell funktionalisierten Analysepunkt 
auf der Festkorperoberflache gebracht, dessen Flache starker von dem Analyten 
benetzt wird als die umgebende Festkorperoberflache. Ein solcher Analysepunkt 
halt den Tropfen des Analyten an einer vorbestimmten Stelle, so dafi ein Auseinan- 
derfliefien Oder Wegdriften des Analyten verhindert wird. 

Der als Reservoir dienende Titrantentropfen, aus dem die kleine Titrationsrnenge 
des Titranten abgezogen wird, die dem Analyttropfen zugefuhrt wird, kann sich auf 
einem Ankerpunkt auf der Oberflache des Festkorpers befinden, der mit der Flus- 
sigkeit des Titranten besser benetzt als seine umgebende Festkorperoberflache. 
Auf diese Weise ist sichergestellt, daft der Titrant an einer bestimmten Stelle der 
Oberflache verbleibt und diese ohne aufcere Krafteinwirkung nicht verlalit. 

Die Titrationsrnenge des Titranten, die dem Analyten zugefuhrt wird, kann vorteil- 
hafterweise auf der Festkorperflache entlang eines Pfades bewegt werden, dessen 
Oberflache mit dem Titrant besser benetzt als seine umgebende Oberflache. Die 
Titrationsrnenge bewegt sich vorzugsweise auf diesem Pfad, so da(i eine kontrol- 
lierte Bewegung sichergestellt ist. Ein solcher Pfad kann z. B. durch eine Modula- 
tion der Benetzungseigenschaften erreicht werden, wie sie zur Bewegung von 
Flussigkeitsmengen auf Oberflachen in DE-A-100 55 318 beschrieben ist. 
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Zur Abteilung einer kleinen Menge des Titranten von dem Reservoirtropfen auf dem 
Ankerpunkt kann der Reservoirtropfen auf dem Ankerpunkt uber einen Pfad gefuhrt 
werden, der mit dem Ankerpunkt und/oder dem Analysepunkt verbunden ist, wobei 
die Verbindung einen Bereich umfafct, der so schmal ist, dali der Reservoirtropfen 
auf dem Ankerpunkt aufgrund seiner Oberfiachenspannung den Ankerpunkt ohne 
aufiere Krafteinwirkung nicht verlafit. Wird durch auBere Krafteinwirkung der 
Reservoirtropfen auf diesen Pfad an diese Engstelle getrieben, so reifit er definiert 
ab. 

Altemativ kann ein Reservoirtropfen, z. B. ebenfalls durch den Impulsubertrag von 
Oberflachenschallwellen, auf der Oberflache uber einen oder mehrere kleine Ober- 
flachenteilbereiche bewegt werden, die von der Flussigkeit des Titranten starker 
benetzt werden als ihre Umgebung. Die Flache dieses Oberfiachenteilbereiches ist 
dabei so klein gewahlt, dafS sie kleiner als die Beriihrungsfiache des Tropfens mit 
der Oberflache ist. Wird der Reservoirtropfen ein- oder mehrmals uber solche 
Oberflachenteilbereiche gefuhrt, verbleibt eine kleine Menge des Titranten auf 
diesen Haltepunkten zuruck und kann zur Titration in Richtung des Analyttropfens 
bewegt werden. So kann auf sehr einfache und reproduzierbare Weise eine kleine 
Titrationsmenge abgeteilt werden. 

Um zu verhindern, daft die kleinen Flussigkeitsmengen zu schnell verdampfen, wird 
das Titrationsverfahren zur Aufrechterhaltung definierter thermodynamischer Rand- 
bedingungen vorteilhafterweise in einer Klimakammer durchgefuhrt. 

Das erfindungsgemafie Verfahren ermoglicht die Miniaturisierung der makroskopi- 
schen Titration. Es k6nnen Volumina im Bereich weniger Nanoliter bis mehrerer 
Mikroliter titriert werden. Im speziellen bei der Verwendung von Oberflachenschall- 
wellen kann zusatzlich zur Bewegung des Titranten auf der Oberflache die Oberfla- 
chenschallwelle zur Durchmischung eingesetzt werden, um das Titrationsergebnis 
reproduzierbarer zu machen. 
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Mit dem erfindungsgemaften Verfahren konnen besonders vorteilhaft auch Analy- 
severfahren wie Scintillation Proximity Assay (SPA) oder 
Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) durchgefuhrt werden, wie sie in 
J. Osborn, Life Science News, March 2001, Seiten 1-4, ,A review of 
radioactive and non-radioactive-based techniques used in life science 
applications - Part II „High-throughput screening" beschrieben sind. 

Die Erfindung wird anhand besonderer Ausgestaltungen, die in den beiliegenden 
Figuren schematisch und nicht maftstabsgetreu dargestellt sind, naher erlautert. 
Dabei zeigt: 

Figur 1 die Durchfuhrung eines erfindungsgemaften Titrationsverfahrens, 

Figur 2 eine andere Ausgestaltung des erfindungsgemaften Titrationsverfahrens, 

Figur 3 eine weitere Ausgestaltung des erfindungsgemaften Titrationsverfah- 
rens, und 

Figur 4 einen Verfahrensschritt bei einer bevorzugten Ausgestaltung des erfin- 
dungsgemaften Titrationsverfahrens. 

Figur 1 zeigt einen Festkorperchip, z. B. einen piezoelektrischen Lithiumniobatchip 
5, auf dessen Oberflache 7 das erfindungsgemafie Titrationsverfahren durchgefuhrt 
werden kann. Ein Tropfen 1 eines Analyten in der Groftenordnung von 0,5 nl bis 
100 nl befindet sich auf einem Analysepunkt 15, dessen Benetzungseigenschaften 
sich von seiner Umgebung unterscheiden. Umfaftt der Analyt z. B. eine waftrige 
Losung, so ist der Analysepunkt 15 hydrophil im Vergleich zur umgebenden Fest- 
korperoberflache. Dies kann z. B. dadurch erreicht werden, daft die umgebende 
Oberflache durch Silanisierung hydrophob gemacht wird. Fur eine typische Flussig- 
keitsmenge von 0,5 nl bis 10 nl eignet sich z. B. ein Analysepunkt mit einer Flache 
von z. B. 100 pm x 100 pm. 
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Auf einem Ankerpunkt 16 befindet sich ein Reservoirtropfen 3 der Titrantenlosung. 
Der Ankerpunkt 16 ist ebenfalls derail ausgestaltet, daft er mit der Titrantenlosung 
starker benetzt als die umgebende Festkorperoberflache. 

Analysepunkt 15 und Ankerpunkt 16 sind uber einen Pfad 18 miteinander verbun- 
den, der ebenfalls solche Benetzungseigenschaften aufweist, daft er mit der 
Titrantenlosung besser benetzt als die umgebende Festkorperoberflache. Der Pfad 
18 ist an den Engstellen 14, 12 derart eingeschrankt, daft die auf dem Ankerpunkt 
16 bzw. Analysepunkt 15 befindlichen Tropfen aufgrund ihrer Oberflachenspannung 
den Analysepunkt 15 bzw. den Ankerpunkt 16 ohne auftere Krafteinwirkung nicht 
verlassen. 

9, 11 und 13 bezeichnen Interdigitaltransducer, die geeignet sind, Oberflachen- 
schallwellen auf der Oberflache 7 des Lithiumniobatkristalles 5 anzuregen. Die In- 
terdigitaltransducer bestehen in ihrer einfachsten Form aus zwei Elektroden mit 
fingerartig ineinander greifenden Fortsatzen. Anlegen eines Wechselfeldes z. B. in 
der Groftenordnung von 100 MHz an die Elektroden eines Interdigitaltransducers 
fuhrt zur Anregung einer Oberflachenschallwelle mit einer Wellenlange, die dem 
Fingerabstand der fingerartig ineinander greifenden Elektroden entspricht und de- 
ren Ausbreitungsrichtung im wesentlichen senkrecht zu den Fingerelektroden ist. 
Im Fall der Interdigitaltransducer 9 wird dies beispielsweise durch den Pfeil 10 
schematisch angedeutet. Jeder Transducer umfaftt eine grofte Anzahl von ineinan- 
der greifenden Fingern, von denen jeweils nur einige schematisch und nicht maft- 
stabsgetreu dargestellt sind. Es sind auch andere Transducergeometrien einsetz- 
bar, wie sie aus der Technologie der Oberfiachenschallwellenfilter bekannt sind. 

Die Interdigitaltransducer 9 sind derart ausgerichtet, daft sich eine durch sie ange- 
regte Oberflachenschallwelle in Richtung des Analysepunktes 15 bewegt. Der 
Interdigitaltransducer 11 bewirkt eine Oberflachenschallwelle in Richtung 19. Der 
Interdigitaltransducer 13 bewirkt schlieftlich eine Oberflachenschallwelle in Rich- 
tung 21. Nicht gezeigt sind der Ubersichtlichkeit halber die elektrischen Anschlusse 
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an die Elektroden der Interdigitaltransducer, die in konventioneller Weise vorgese- 
hen sind. 

23 zeigt in schematischer Darstellung die Spitze eines an sich bekannten Piezo- 
dispensers zur Aufbringung des Reservoirtropfens 3 des Titranten auf den Anker- 
punkt 16. Das AbfliefJen der Flussigkeit aus der Dispenserspitze 23 ist mit dem 
Pfeil 24 angedeutet. 

Auf der gezeigten Vorrichtung kann das erfindungsgemafce Verfahren wie folgt 
durchgefuhrt werden. 

Zunachst wird mit einer nicht gezeigten Dispenserkopfspitze ahnlich der Dispen- 
serspitze 23 ein Tropfen des Analyten 1 auf den Analysepunkt 15 aufgebracht. Auf- 
grund der speziell gewahlten Benetzungseigenschaften des Analysepunktes 15 
verglichen mit den Benetzungseigenschaften der umgebenden Festkorperoberfla- 
che 7 verlalit der Tropfen 1, der durch seine Oberflachenspannung zusammen- 
gehalten wird, den Analysepunkt 15 nicht. Mit der Dispenserspitze 23 wird ein 
Tropfen des Titranten 3 auf den Ankerpunkt 16 aufgebracht. Ebenfalls aufgrund 
seiner Oberflachenspannung und der Benetzungseigenschaften des Ankerpunktes 
im Vergleich zu den Benetzungseigenschaften der umgebenden Festkorperoberfla- 
che 7 (z. B. hydrophil im Vergleich zur umgebenden Festkorperoberflache bei einer 
waiirigen Titrantenlosung) verlafit dieser Tropfen 3 den Ankerpunkt 16 nicht. Die 
aufgebrachten Volumina des Analyten bzw. des Titranten konnen im Bereich von 
einem Pikoliter bis mehreren 100 Mikrolitern sein. 

An den Interdigitaltransducer 13 wird jetzt eine Wechselfrequenz, z. B. einiger 100 
MHz, angelegt, so daft eine Oberflachenschallwelle in Richtung 21 generiert wird. 
Der Impulsubertrag der Oberflachenschallwelle bewegt den Tropfen 3 in Richtung 
der Engstelle 14, die den Ankerpunkt 16 mit dem Pfad 18 verbindet. Eine kleine 
Menge des Tropfens 3 bewegt sich uber die Engstelle 14 und reifit bei entspre- 
chender Dimensionierung definiert ab. Die notwendige Verringerung der Breite an 
der Engstelle 14 kann z. B. durch Vorversuche festgestellt worden sein. Die abge- 
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trennte Titrantenmenge kann z. B. einige Nanoliter betragen, sollte jedoch kleiner 
sein als etwa ein Zehntel der Analytenmenge auf dem Analysepunkt 15. 

Der abgezogene Teil 17 des Titranten, die Titrationsmenge, bewegt sich ebenfalls 
durch Impulsubertrag der Oberflachenschallwelle, die mit dem Interdigitaltransducer 
13 erzeugt wird, von dem Ankerpunkt 16 weg. Mit Hilfe eines zweiten Transducers 
11 wird die Bewegung der kleinen Titrationsmenge des Titranten in Richtung des 
Analysepunktes 15 fortgesetzt. 

Die kleine Titrantenmenge 17 trifft auf den Analyttropfen 1 auf dem Analysepunkt 
15. Mit Hilfe einer Oberflachenschallwelle, die von einem der Interdigitaltransducer 
9 erzeugt wird, kann die Reaktion zwischen Titrant und Analyt beschleunigt werden. 
Mit einem zweiten Interdigitaltransducer 9 kann die Oberflachenschallwelle nach 
dem Durchlaufen des Analysepunktes 15 detektiert werden. Durch die Reaktion 
des Analyten mit dem Titranten kann sich z. B. die Dampfung der Oberflachen- 
schallwelle verandert haben, so dafi Information uber die Reaktion erhalten werden 
kann. AuBerdem kann durch Vergleich mit entsprechenden Referenzmessungen 
die genaue Menge des Analyten auf dem Analysepunkt 15 aus der Dampfung einer 
Oberflachenschallwelle festgestellt werden. 

Bei anderer Verfahrensfuhrung kann von jedem der Interdigitaltransducer 9 eine 
Oberflachenschallwelle in Richtung Analysepunkt 15 geschickt werden, urn die 
Reaktion zu beschleunigen bzw. die Flussigkeit effektiv zu durchmischen. 

Durch eine entsprechend gepulste Oberflachenschallwelle, die mit dem Interdigi- 
taltransducer 13 erzeugt wird, konnen in definierter Weise mehrere kleine Titran- 
tenmengen 17 in Richtung des Analysepunktes 15 in beschriebener Weise zur 
Durchftihrung einer Titration 1 bewegt werden. 

Mehrere entsprechende Vorrichtungen kQnnen auf einem Chip parallel vorgesehen 
sein, so dafi eine parallele Durchfiihrung mehrerer Experimente moglich ist. 
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Mit dem erfindungsgemafien Verfahren lalit sich unter anderem ITC (Isothermal 
Calorimetric Titration) oder DSC (Differential Scanning Calorimetry) durchfuhren, 
wie sie von I. Jelesarov und H. R. Bosshard in J. Mol. Recognit 1999; 
12: 3-18 in einem Ubersichtsartikel beschrieben sind. 

In Figur 2 ist ein alternatives Verfahren dargestellt. Der Obersichtlichkeit halber 
zeigt Figur 2 nicht die zur Durchmischung ggf. vorgesehenen Transducer 9. 
Gleiche Bezugszeichen bezeichnen ansonsten gleiche Elemente wie in Figur 1. Bei 
dem Verfahren, das in Figur 2 dargestellt ist, wird zur Titration die Leitfahigkeit des 
Analyten 1 gemessen. Dazu sind auf der Oberflache 7 des Festkdrperchips 5 
Elektroden 25 vorgesehen, die mit dem Analysepunkt 15 verbunden sind. Elektri- 
sche Verbindungen fiihren zu einem Leitfahigkeitsmeligerat 27. Durch sukzessive 
Zugabe von Titrant in kleinen Mengen 17 andert sich die Leitfahigkeit des Analyse- 
tropfens 1 , was mit Hilfe des Leitfahigkeitsmeligerates 27 festgestellt werden kann. 
Zur Durchfuhrung eines solchen erfindungsgemallen Verfahrensablaufes ist der 
Analysepunkt 15 aus nicht leitfahigem Material hergestellt. 

In Figur 3 ist eine weitere erfindungsgemalle Verfahrensfuhrung dargestellt. An- 
stelle der Leitfahigkeitsmessung der Figur 2 wird eine optische Messung durchge- 
fQhrt. Wiederum sind die zur Durchmischung ggf. vorgesehenen Transducer 9 nicht 
dargestellt. Eine Leuchtdiode 31 oder eine andere geeignete Lichtquelle beleuchtet 
den Festkorperchip 5 von unten. Zum Beispiel mit Hilfe einer Glasfaser 29 wird das 
optische Signal aufgefangen und an eine nicht gezeigte Auswerteeinrichtung wei- 
tergeleitet und in an sich bekannter Weise ausgewertet. Mit Hilfe dieser Ausfuh- 
rungsform kann z. B. der Farbumschlag eines Analyten gemessen werden, in dem 
ein Indikator gelost ist, der nach Zugabe einer bestimmten Titrantenmenge um- 
schlagt. Wird ein nicht transparentes Substrat eingesetzt, so kann der Lichtweg 
auch parallel zur Oberflache 7 des Chips 5 gewahlt werden. 

Die beschriebenen erfindungsgemallen Ausgestaltungen des Verfahrens nutzen 
die Engstelle 14, urn eine definierte Menge 17 des Titranten von dem Titranten 3 
abzuziehen. In Figur 4 ist eine alternative Moglichkeit zur Abtrennung einer kleinen 
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Titrantenmenge dargestellt. Gleiche Bezugszeichen bezeichnen vergleichbare 
Elemente wie in den Figuren 1 bis 3. Ein Reservoirtropfen 3 befindet sich auf einem 
der Ankerpunkte 16. Durch Impulsubertrag einer Oberflachenschallwelle, die mit 
dem Interdigitaltransducer 13, der dem entsprechenden Ankerpunkt 16 am nachs- 
ten ist, erzeugt wird, wird der Reservoirtropfen 3 in Richtung des zweiten Anker- 
punktes 16 getrieben. Der Impulsubertrag einer anderen Oberflachenschallwelle, 
die mit dem Interdigitaltransducer 13 erzeugt wird, der dem zweiten Ankerpunkt am 
nachsten ist, wird der Reservoirtropfen wieder zuriickgetrieben. Dabei bewegt er 
sich entlang der angedeuteten Strecke 43 hin und her. Er uberquert dabei ein- oder 
mehrfach einen Oberfiachenbereich 41 , dessen Flache kleiner ist als die Beruh- 
rungsflache des Reservoirtropfens 3 mit der Festkorperoberflache 7. Dieser Ober- 
fiachenbereich 41 hat derartige Benetzungseigenschaften, dali die Flussigkeit des 
Reservoirtropfens 3 ihn starker benetzt als seine umgebende Festkorperoberflache. 
Nach ein- oder mehrfacher Uberquerung des Oberflachenbereiches 41 hat sich aus 
dem Reservoirtropfen 3 eine kleine Titrantenmenge 17 abgelost. Bei waflriger 
Titrantenlosung hat der Oberfiachenbereich 41 z. B. hydrophile Eigenschaften. 

Nachdem die kleine Titrantenmenge 17 auf diese Weise von dem Reservoirtropfen 
3 abgetrennt worden ist, kann mit Hilfe des Impulsubertrages einer Oberfiachen- 
schallwelle, die z. B. in Richtung 45 mit dem Interdigitaltransducer 11 erzeugt 
werden kann, die Titrantenmenge 17 von dem Oberflachenbereich 41 fortbewegt 
werden, z. B. in Richtung eines in der Figur 4 nicht gezeigten Analysepunktes, urn 
dort mit einem Analyttropfen vereinigt zu werden, wie es oben mit Bezug zu Figuren 
1 bis 3 beschrieben ist. 

Der Reservoirtropfen 3 und der Titrantentropfen 17 konnen dabei entlang von be- 
vorzugt benetzten Pfaden bewegt werden, wie sie bereits mit Bezug zu den Figuren 
1 bis 3 beschrieben sind und dort mit dem Bezugszeichen 18 bezeichnet sind. Sol- 
che Pfade haben vorteilhafterweise eine laterale Ausdehnung, die kleiner ist als der 
Durchmesser des Oberflachenbereiches 41. Das erfindungsgemafte Verfahren und 
das beschriebene Abtrennen der kleinen Titrantenmenge 17 lassen sich jedoch 
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auch ohne derartige Pfade durchfuhren, so dali diese in Figur 4 nicht dargestellt 
sind. 



Mit dem in Figur 4 dargestellten Verfahren lassen sich z. B. 20 Pikoliter kleine 
Tropfchen 17 von einem Reservoirtropfen 3 mit 50 Nanolitern abtrennen. Es kdn- 
nen auf dem Weg des Reservoirtropfens 3 mehrere Oberflachenbereiche 41 vorge- 
sehen sein, wenn mehrere Titrantenmengen 17 gleichzeitig abgetrennt werden 
sollen. Je nach Eigenschaft der zu manipulierenden Flussigkeit in dem Reservoir- 
tropfen 3 konnen durch entsprechende Vorversuche geeignete Geometrien fur den 
Oberflachenbereich 41 festgelegt werden, z. B. kreis- oder ringformig. 

Das in Figur 4 beschriebene Verfahren zur Abtrennung einer kleinen Titrations- 
menge 17 von einem Reservoirtropfen 3 kann selbstverstandlich mit alien oben be- 
reits beschriebenen Ausfuhrungsformen zur Titration und der nachfolgenden Analy- 
se kombiniert werden. 
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Titrationsverfahren 



Patentanspruche 



1 . Titrationsverfahren fur kleine Flussigkeitsmengen, bei dem 

a) ein durch seine Oberflachenspannung zusammengehaltener Tropfen (1) 
des Analyten auf eine im wesentlichen ebene Oberflache (7) eines Fest- 
korpers, vorzugsweise eines Festkorperchips (5), aufgebracht wird, 

b) eine Titrationsmenge (17) des Titranten mit dem Analyttropfen (1) zur 
Reaktion in Kontakt gebracht wird, die kleiner als die Menge des 
Analyttropfens (1) ist, 

c) eine fur die Reaktion zwischen Titrant und Analyt charakteristische Grofie 
wahrend und/oder nach der Reaktion gemessen wird, und 

d) ggf. Wiederholung der Schritte b) und c). 
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2. Titrationsverfahren nach Anspaich 1 , bei dem wahrend der Reaktion zwischen 
Analyt und Titrant eine Oberflachenschallwelle in Richtung (10) des Ana- 
lyttropfens geschickt wird, um die Reaktion zwischen Titrant und Analyt zu 
befordern bzw. den Analyten und den Titranten zu durchmischen. 

3. Titrationsverfahren nach Anspruch 2, bei dem die Titrationsmenge (17) des 
Titranten auf der Festkorperoberflache (7) zum Analyten (1) bewegt wird. 

4. Titrationsverfahren nach Anspruch 3, bei dem ein Reservoirtropfen (3) des 
Titranten auf die Festkorperoberflache (7) aufgebracht wird, der aufgrund 
seiner Oberflachenspannung zusammengehalten wird, und zur Titration aus 
diesem Reservoirtropfen (3) die Titrationsmenge (17) des Titranten abgetrennt 
wird und dem Analyttropfen (1) zugefuhrt wird. 

5. Titrationsverfahren nach Anspruch 4, bei dem die Bewegung der Titrations- 
menge (17) durch den Impulsubertrag einer Oberflachenschallwelle ausgelost 
wird. 

6. Titrationsverfahren nach einem der Anspruche 2 bis 5, bei dem zur Erzeugung 
der Oberflachenschallwelle bzw. der Oberflachenschallwellen ein Oder mehre- 
re Interdigitaltransducer (9 f 11, 13) auf einer piezoelektrischen Festkorper- 
oberflache (7) mit einer Oberflachenschallwellenabstrahlrichtung in Richtung 
des gewunschten Impulsubertrages eingesetzt werden. 

7. Titrationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, bei dem der Tropfen 
(1 ) des Analyten auf einen Analysepunkt (1 5) auf der Festkorperoberflache (7) 
gebracht wird, dessen Flache starker von dem Analyten benetzt wird als die 
umgebende Festkorperoberflache (7). 

8. Titrationsverfahren nach Anspruch 7, insoweit er direkt oder indirekt auf An- 
spruch 4 zuruckbezogen ist, bei dem der Reservoirtropfen (3) auf einen An- 
kerpunkt (16) auf der Oberfiache (7) des Festkorpers (5) aufgebracht wird, 
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dessen Flache starker vom Titranten benetzt wird als seine umgebende Fest- 
korperoberfiache. 

9. Titrationsverfahren nach einem der Anspruche 7 oder 8, insoweit sie direkt 
oder indirekt auf Anspruch 4 zuruckbezogen sind, bei dem die Titrationsmen- 
ge (17) des Titranten von dem auf die Festkorperoberflache (7) aufgebrachten 
Reservoirtropfen (3) des Titranten auf einem Pfad (18) zum 
Analyttropfen (1) gefuhrt wird, wobei zumindest ein Teil der Oberflache des 
Pfades vom Titranten besser benetzt wird als die den Pfad umgebende Ober- 
flache. 

10. Titrationsverfahren nach Anspruch 9, bei dem die Titrationsmenge (17) des 
Titranten von dem Reservoirtropfen (3) zum Analyttropfen (1) uber einen Pfad 
(18) gefuhrt wird, der mit dem Ankerpunkt (16) und/oder dem Analysepunkt 
(15) verbunden ist, wobei die Verbindung (14, 12) einen Bereich umfafit. der 
so schmal ist, dali der Reservoirtropfen (3) auf dem Ankerpunkt (16) aufgrund 
seiner Oberflachenspannung den Ankerpunkt (16) ohne auftere Krafteinwir- 
kung nicht verlafct. 

1 1 . Titrationsverfahren nach Anspruch 4 oder einem der Anspruche 5 bis 9, inso- 
weit sie direkt oder indirekt auf Anspruch 4 zuruckbezogen sind, bei dem der 
Reservoirtropfen (3) zumindest einmal uber zumindest einen Bereich (41) der 
Oberflache (7) bewegt wird, der von der Flussigkeit starker benetzt wird als 
die umgebende Oberflache, wobei die Flache dieses Bereiches (41) kleiner ist 
als die Beruhrungsflache des Reservoirtropfens (3) mit der Oberflache, um 
eine Titrationsmenge (17) vom Reservoirtropfen (3) abzutrennen. 



12. Titrationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, das in einer Klima- 
kammer zur Kontrolle der thermodynamischen Randbedingungen durchge- 
fuhrt wird. 
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13. Titrationsverfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 12, bei dem eine Oberfla- 
chenschallwelle in Richtung (10) des Analysepunktes (15) wahrend und/oder 
nach der Reaktion zwischen Titrant und Analyt (1) geschickt wird und die 
Anderung eines Oder mehrerer Parameter der Oberflachenschallwelle durch 
die Wechselwirkung mit der Flussigkeit auf dem Analysepunkt (15) gemessen 
wird. 

14. Titrationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, bei dem wahrend der 
Reaktion zwischen Titrant und Analyt die Reaktionswarme bestimmt wird. 

15. Titrationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, bei dem die 
charakteristische Grofce in Schritt c) die elektrische Leitfahigkeit umfafit. 

16. Titrationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, bei dem die 
charakteristische Grdfce in Schritt c) einen Farbumschlag umfafit. 

17. Titrationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 16, bei dem die charakte- 
ristische Grofie in Schritt c) den pH-Wert umfaRt. 




PCT/EP02/14060 



